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(57) Abstract: The invention relates to the use of at least one overexpression inhibitor of DNA repair genes and oncogenes for 
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Q (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Verwendung von mindestens einem Uberexpressionshemmer von DNA-Repa- 
raturgenen und Onkogenen zur Herstellung eines Arzneimittels zur Verstarkung der apoptotischen Wirkung von Zytostatika nach 
der Chemotherapie. 
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VERWENDUNG VON 5-SUBSTITUIERTEN NUKLEOS IDEN ZUR VERS TAR KUNG DER 
APOPTOTISCHEN WIRKUNG VON ZYTOSTATIKA 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von mindestens 
einem Ober expr es s ionsheramer von DNA-Reparaturgenen 
und/oder Onkogenen zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels zur Verstarkung der apoptotischen Wirkung von 
Zytostatika nach der Chemotherapie . 

Krebserkrankungen sind beim Menschen eine der hau~ 
figsten Todesursachen und die Chemotherapie ist die 
haufigste Behandlungsmethode • Die unzureichenden Hei- 
lungschancen durch eine Chemotherapie beruhen auf dem 
Auftreten von Resistenzen. Diese Resistenzen haben 
ihre Ursache darin, dass Zytostatika die Expression 
von Genen beeinflussen und genotoxisch wirken, also 
Mutationen, Genamplif ikationen und Rekombinationen 
induzieren und somit das Genom instabilisieren. Auf ■ 
diese Weise induziert oder selektiert eine Chemothe- 
rapie resistente Krebszellen; Von solchen durch Zy- 
tostatika induzierten Wirkungen sind oft Onkogene, 
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wie z.B. Ras, Bcl2, Bcr-abl, Myc f ErbB2, und andere 
betroffen. Zur Chemoresistenz tragt auch die fehlre- 
gulierte Expression von Gehen im Zusammenhang mit 
DNA-Reparatur und Rekombination bei (z.B. p53 Gen, 
BRCA1/2, UBE2N, APEX und Rad51) , weiterhin Enzyme, 
die Zytostatika metabolisieren und bioaktivieren 
(z.B. DHFR, DT-diaphorase (DT-D) , oder Proteine, die 
Zytostatika transportieren (z.B. MDR1) . 

Die meisten Zytostatika eliminieren Tumorzellen da- 
durch, dass sie Apoptose induzieren. Apoptose ist ei- 
ne Form des programmierten Zelltods, die erstmals in 
Kerr, J.F. et al . , Br J Cancer, 26(4) (1972); 239- 
257. beschrieben wurde. Die Apoptose ist im Gegensatz 
zur Nekrose eine physiologische Form des Zelltods . 
Anhand von Unterschieden zwischen Nekrose und Apopto- 
se lassen sich.diese beiden Formen des Zelltods dif- 
ferenzieren. Apoptose hat definierte morphologische 
und biochemische Charakteristika, die als Ereignisse 
einer geordneten Kaskade nacheinander ablaufen. Der 
kontinuierliche Prozess lasst sich in Phasen eintei- 
len. Morphologische Kennzeichen der Apoptose sind 
Kernchromatinkondensation (Karyopyknosis ) , Schrump- 
fung des Zytoplasma, Formierung apoptotischer Bla- 
schen und schlielilich apoptotischer KQrper. Tumor- 
zellen konnen dies durch eine tJberaktivierung von 
Oberlebens-Mechanismen verhindern. Mechanismen der 
Chemoresistenz umfassen also auch anti-apoptotisch 
wirkende Gene wie z.B. STAT3, den aktivierten „signal 
transducer and activator of transcription 3" oder 
JUN-D. 

1995 wurden bis dahin unbekannte Wirkungen bestimmter 
Hormone und 5-substituierter Nukleoside entdeckt. 
Diese unterdrUcken die 2-Amino-6-mercaptopurin (AMP) - 
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induzierte SV40-Amplif ikation in Zellen des chinesi- 
schen Hamsters (Fahrig, R. et al . , Mutat Res., 356 
(2), 1996, 217-224) und die Triethylenmelamin-indu- 
zierte Rekombination in Hefen (Fahrig, R. , Mutat Res, 
372 .(1), 1996, 133-139). In der EP 0 806 956 Bl wird 
die Behandlung von Leukamiezellen der Maus mit 5- 
substituierten Nukleosiden beschrieben, wobei die Do- 
xorubicin (Adriamycin) -induzierte Mdrl-Genamplif i- 
kation und Chemoresistenz gehemmt wurde. 

In den bislang durchgef uhrten in vitro-Untersuchungen 
wurden 5-substituierte Nukleoside (d.h. Basenanaloga) 
immer zusammen mit einem Oder mehreren Zytostatika 
appliziert . 

Ausgehend von dem hier beschriebenen Stand der Tech- 
nik war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die 
durch Resistenzbildung bedingte Abnahme der apoptoti- 
schen Wirkung zu verhindern oder zumindest zu verzo- 
gern und hierbei eine verbesserte Behandlungsmethode 
gegenuber den aus dem Stand der Technik bekannten 
Therapieformen bereitzustellen . 

Diese Aufgabe wird durch die in Anspruch 1 beschrie- 
bene Verwendung gel6st. Die weiteren abhangigen An- 
sprtlche zeigen vorteilhafte Weiterbildungen auf . 

ErfindungsgemaJJ wird die Verwendung* von mindestens 
einem Oberexpressionshemmer von DNA-Reparaturgen 
und/oder Onkogen zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Verstarkung der apoptotischen Wirkung von Zytos- 
tatika nach der Chemotherapie bereitgestellt . 

Hiervon betroffen sind vor allem die DNA-Reparatur- 
gene UBE2N und/oder APEX, als Onkogene sind DDX1, 
STAT 3 und/oder JUN-D betroffen. 
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Vorzugsweise wird als Uberexpressionshemmer ein 5- 
substituiertes Nukleosid, dessen geschutzte Formen, 
Salze oder Prodrugs verwendet. 

Vorzugsweise wurde bei der Chemotherapie bereits min- 
destens ein Zytostatikum in Verbindung mit mindestens 
einem Oberexpressionshemmer von DNA-Reparaturgen 
und/oder Onkogen bzw. einem den Oberexpressionshemmer 
enthaltenden Arzneimittel eingesetzt. 

Als 5-substituiertes Nukleosid ist (E)-5-(2- 
Bromovinyl) -2' -Deoxyuridin (BVDU) , wobei auf dessen 
Schutzformen, Salze und/oder Prodrugs verwendet wer- 
den konnen. Ein Beispiel fur ein erf indungsgemafles 
Prodrug von BVDU ist in der allgemeinen Formel I dar- 
gestellt : 



Vorzugsweise wird das 5-substituierte Nukleosid in 
einer Dosierung eingesetzt, die zu einer Blutkonzent- 
ration zwischen 0,02 und 50 }jg/ml fiihrt. 

Es konnte tiberraschend gezeigt werden, dass nach 
durchgefUhrter Chemotherapie, wenn die Zellen allein 
mit 5-substituierten Nukleosiden (Basenanaloga) wei- 
ter wachsen, deren Wachstum noch mehr geheramt wird, 
als wenn die Chemotherapie mit Zytostatika fortge- 
ftlhrt worden ware, veilig unerwartet verstarkte sich 
der Effekt der 5-substituierten Nukleoside (Basenana- 
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loga) anstatt nachzulassen. 

Diese Wirkung wurde mittels eines erf indungsgemalien 
Screeningsystems f estgestellt . Dieses Screening-Ver- 
fahren beruht auf der Behandlung von Tumorzellen wah- 
rend eines Chemotherapiezyklus tlber einen Zeitraum 
von vorzugsweise 8 bis 30 Tagen mit steigenden Dosen 
eines Zytostatikums und einer gleich bleibenden Dosis 
des Oberexpressionshemmers. Nach dieser Korobinations- 
behandlung wird das Zytostatikum abgesetzt und die 
Behandlung allein mit dem uberexpressionshemmer fort- 
gesetzt. Diese Erholungsphase (auch Recovery-Phase 
genannt) dauert vorzugsweise zwischen 3 und 10 Tagen. 
Derartige Chemotherapiezyklen konnen bis zu 6 mal 
nacheinander durchgefiihrt werden. 

Somit ergab sich eine fur den Fachmann tiberraschende 
Konstellation der Behandlungsformen: 

- 5-substituierte Nukleoside, fur sich allein gege- 
ben, zeigen keine Wirkung. 

- 5-substituierte Nukleoside, zusammen mit einem Zy- 
tostatikum gegeben, zeigen eine Wirkung. 

- 5-substituierte Nukleoside, ■ fur sich allein gege- 
ben, nachdem sie zuvor zusammen mit einem Zytosta- 
tikum gegeben worden waren (Erholungsphase oder 
Recovery Phase), zeigen eine verstarkte Wirkung. 

Die Wirkung, d.h. die Hemmung von Chemoresistenz und 
Erhehung der Chemosensitivitat, lasst s.ich als atoxi- 
sche Aufrechterhaltung Zytostatika induzierter Apop- 
tdse durch Beeinf lussung der Genexpression bestimmter 
Gene beschreiben. Dies geschieht durch 
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1. Blockade von „survival pathways" in der Erho- 
lungsphase (recovery) . 

2. Blockade von DNA-Reparatur assoziierter Enzymen. 

3. Induktion von DT-Diaphorase Aktivitat. 

4. Reduzierte Expression ATP-generierter Enzyme in 
der Erholungsphase. 

Zu 1) Basenanaloga wie BVDU blockieren „survival 
pathways" vorrangig in der Erholungsphase der Kobe- 
handlung nach Absetzen der Zytostatika und erzwingen 
dadurch den Ablauf der Apoptose. 

Mittels HOPI-Doppelfarbung von AH13r Tumorzellen der 
Ratte konnte nachgewiesen werden, dass Zytostatika 
wie Doxorubicin (DOX) , Mitoxantron (MXA) oder Mitomy- 
cin C (MMC) Apoptose auslosen. Kobehandlung mit dem 
Basenanalogon (E) -5- (2-bromovinyl) -2' -deoxyuridine 
(BVDU) f5rdert die Apoptose durch Blockade anti-apop- 
totischer „survival pathways", die STAT 3 und JUN-D 
umfassen. 

Dieser Effekt tritt erst in der Erholungsphase (reco- 
very phase) der Zellen auf, wie in Beispiel 2 zu se- 
hen ist. 

Konstitutiv aktiviertes Stat3 wirkt onkogen und tragt 
zur Entwicklung verschiedener menschlicher Krebser- 
krankungen bei . Dies geschieht durch Hemmung von 
Apoptose. Auf diese Weise erleichtert STAT 3 das Ober- 
leben von Tumorzellen und macht Zellen resistent ge- 
gentiber einer Chemotherapie . Dementsprechend indu- 
ziert die Hemmung des „Stat3-signaling" Apoptose und 
erhoht die Sensitivitat gegenuber Zytostatika. 

Jun-D, ein Mitglied der Jun-Genf amilie, ist ein es- 
sentieller Bestandteil des „activating protein-1" 
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(AP-1) Transkription-Faktor-Komplexes mit allgegen- 
wartiger Expressivitat . Jun-D'^" 1 primare Fibroblas- 
ten zeigen vorzeitige Alterung und erhohte Apoptose 
nach UV-Bestrahlung oder TNFa-Behandlung. Dieses Re- 
sultat lasst vermuten, dass JUN-D den „NFkappaB sur- 
vival pathway" aktiviert. Daruber hinaus macht p2 02, 
welches direkt durch JUN-D reguliert wird, 
Fibroblasten widerstandsf ahiger gegeniiber Apoptose. 

Kobehandlung durch BVDU reduzierte die Expression 
beider JUN-D-Isoformen urn etwa ein Viertel. Demgegen- 
tiber war STAT 3 in der Erholungsphase {recovery phase) 
um etwa zwei Drittel reguliert (Beispiel 2) . 

Besonders eindrucksvoll ist der Effekt in der Erho- 
lungsphase nach Kobehandlung mit Mitomycin C. Hier 
reduziert das Basenanalogon die Uberexpression des 
Onkogens JUN-D auf das Kontrollniveau (Beispiel 2) . 

Zu 2) Basenanaloga wie BVDU blockieren DDX1 . DDX1 ist 
coamplifiziert mit MYCN und uberexprimiert in Neu- 
roblastoma (NB) und Retinoblastoma Zelllinien und Tu- 
moren. NB Patienten mit Amplif ikation von sowohl DDX1 
als auch MYCN haben eine schlechtere Prognose als Pa- 
tienten mit nur MYCN Genamplif ikation. DDX1 hat des- 
halb onkogenes Potential. 

Kobehandlung von MMC mit BVDU reduziert die Uberex- 
pression von UBE2N und APEX um etwa ein Drittel. Mo- 
difikationen von UBE2N beeinflussen die Resistenz ge- 
gentiber DNA-Schaden. APEX-Nuklease ist ein DNA-Repa- 
ratur Enzym. Blockade der APEX-Expression verdoppelte 
die Zelllyse und erhShte DNA-Brtiche. 



35 



Zu 3) BVDU induziert DT-Diaphorase (Beispiel 3) . Die- 
se besitzt zwei 'fur die Chemotherapie wichtige Eigen- 
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schaften. Sie aktiviert zum einen Zytostatika aus de 
Klasse der Chinone und reduziert zum anderen unspezi 
fische toxische Effekte, die auf der Entstehung reak 
tiver Sauerstof fspez'ies beruhen. 

Der Ausfall des DT-D Gens filhrt durch reduzierte p53 
und p73 Expression zu myeloischer Hyperplasie und 
dementsprechend zu reduzierten Apoptose-Raten. Dies 
stimmt mit der Beobachtung tiberein, dass ein multi- ' 
faktorieller ^multidrug resistance" Phanotyp von Tu- 
morzell'en einen Abfall und keinen Anstieg der DT- 
Diaphorase Expression beinhaltet. Interessanterweise 
stabilisiert die DT-D Enzyiti Aktivitat auch die Lym- 
phozyten-Populationen. Dieser Effekt konnte sich 
gtinstig auf die Stabilisierung des Immunsystems der 
Patient en wahrend der Chemotherapie auswirken. 

Viele Zytostatika wie z.B. DOX und MXA storen den Re- 
dox Status und die mitochondriale Atmung der Krebs- 
zelle. Dies ftlhrt zur Erzeugung reaktiver Sauerstof f 
Spezies (ROS) . Betroffen von der plotzlichen Anhau- 
fung an ROS ist nicht nur die Krebszelle, sondern 
auch alle anderen Zellen, wodurch unerwtlnschte Neben- 
wirkungen bei der Chemotherapie auftreten. 

DT-D inaktiviert ROS und schtltzt so Zellen vor unspe- 
zifischen ROS- und elektrophilen Attacken. Als Indiz 
ftir diese Wirkung von BVDU auf die Minder ung uner- 
wtinschter Nebenwirkungen bei der Chemotherapie seien 
in Beispiel 4 die Gewichtszunahme von Doxorubicin + 
BVDU-behandelten Ratten aufgeftihrt. DOX Alleinbehand- 
lung fuhrt wegen der toxischen Nebenwirkungen zu Ge- 
wichtsabnahmen. Sicher ist, dass durch BVDU nur die 
Nebenwirkungen (moglicherweise die fur DOX charakte- 
ristische Kardiotoxizitat ) vermindert werden, nicht 
jedoch die toxischen Wirkungen auf den Tumor. 
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Zu 4) Durch veranderte Expression verschiedener Enzy- 
me in der Erholungsphase wird die zytostatische Wir- 
kung auch in Abwesenheit eines Zytostatikums auf- 
rechterhalten. Wie in Beispiel 5 zu sehen ist, wird 
die Expression von acht Genen erhoht, die von sechs 
Genen erniedrigt. 

Die Genprodukte beeinflussen die Formation von Mikro- 
filamenten, die Dif f erenzierung, die Signal Transduk- 
tion und die ATP Generierung. 

Der erfindungsgemafie Gegenstand wird anhand der fol- 
genden Figuren und Beispiele naher erlautert, ohne 
diesen auf die genannten Ausfuhrungsformen einzu- 
schranken. 

Figur 1 zeigt die Wirkung eines Zytostatikums al- 
leine und in Kombination mit BVDU auf die 
Anzahl der AH13r-Zellen. 

Figur 2 zeigt im Vergleich zu Figur 1 die Ergebnis- 
se mit Doxorubicin (DOX) , Mitoxantron (MXA) 
und Methotrexat (MTX) . 

Figur 3 zeigt eine Western-Blot-Analyse zur Unter- 
suchung der „survival pathways" mit Doxoru- 
bicin (DOX) . 

Figur 4 zeigt zu Figur 3 entsprechende Untersuchun- 
gen mit Mitomycin (MMC) . 

Figur 5 zeigt die Ergebnisse der Messung der DT- 

Diaphorase (DT-D) , wobei Doxorubicin (DOX) 
alleine bzw. zusammen mit BVDU eingesetzt 
wurde . 
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Figur 6 zeigt zu Figur 5 entsprechende Untersuchun- 
gen mit Methotrexat (MTX) . 

Bei spiel 1: 

BVDU-Behandlung erhdht die Empf indlichkeit von AH13r 
Sarkomzellen gegenUber Chemotherapie-induzierter 
Apoptose. Diese Wirkung bleibt auch nach Absetzen des 
Zytostatikums in der s.g. Erholungsphase (recovery) 
bestehen. 

AH13r-Zellen wurden steigende Dosen des Zytostatikums 
Mitomycin C (MMC) ausgesetzt. BVDU, far sich allein 
gegeben, zeigte keine toxische Wirkung. MMC+BVDU- 
Behandlung fuhrte nach drei Behandlungszyklen zur 
Verringerung der Zellzahl im Vergleich zur Behandlung 
mit MMC allein. Diese Hemmwirkung blieb auch nach Ab- 
setzen des Zytostatikums im nachsten Zyklus, in der 
s.g, Erholungsphase (recovery) bestehen. Die Zellen 
ohne MMC und BVDU wuchsen ungehemmt weiter. Diejeni- 
gen jedoch, die weiterhin BVDU erhielten, wurden in 
ihrem Wachstum stark gehemmt (s. Fig. 1) . 

Entsprechende Resultate wurden mit Methotrexat (MTX) , 
Doxorubicin (DOX) und Mitoxantron (MXA) erzielt (s. 
Fig. 2) . 

Der Nachweis, dass die Verringerung der Zellzahl auf 
Apoptose beruht, wurde mittels Hoechst 33258 / Propi- 
diumiodid (Hopi) Doppelf &rbung nachgewiesen. 
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Bei spiel 2: 

Wir untersuchten verschiedene ^survival pathways" 
mittels Western Blot Analyse. Die Analysen wurden 
nach Standardmethoden durchgef iihrt, wie sie in 
Sambrook et al . , 2001, Molecular Cloning (3rd ed.) 
beschrieben wird. Antikdrper Verdtinnungen ; P-STAT3 
(Cell Signaling) 1:500, JUN-D (Santa Cruz, Califor- 
nia) 1:1,000. Die obere der beiden JUN-D-Banden zeigt 
die "full length isoform" und die untere Bande die 
"truncated isoform", die 4 8 Aminosauren kiirzer ist. 
Beide Isoformen konnen die Transkription aktivieren, 
die "full length"-Variante ist jedoch effektiver als 
die „truncated"-Isoform (vgl. Fig. 3) . 

Der densitometrisch ermittelte Gehalt an Onkogen- 
Proteinen JUN-D and STAT3 war nach DOX-Behandlung in 
der Erholungsphase (r = recovery phase) urn ein Vier- 
tel bzw. zwei Drittel reduziert. In der ^recovery" 
wird nur BVDU gegeben, kein Zytostatikum. 

Ein entsprechendes Ergebnis wurde in den Untersuchun- 
gen mit Mitomycin C (MMC) erzielt (s. Fig. 4). 

Im Versuch mit Mitomycin C (MMC) bewirkte BVDU, in 
der ^recovery" gegeben, eine vollige Hemmung der MMC 
induzierten JUN-D-Uber expression auf das Kontrollni- 
veau; 



Bei spiel 3: 

Die Messungder DT-diaphorase (DT-D) erfolgte als Di- 
coumarol-inhibierbare NAD ( P ) H : Dichlorphenolindophe- 
nol Reduktase, wie in Hodnick et al., Anal. Biochem 
252(1), 1997, 165-168 beschrieben. Wir untersuchten 
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Extrakte einer gleichen Anzahl von Zellen, die mit 
DOX +/- BVDU behandelt worden waren, auf DT-D-Akti- 
vitat. Mit BVDU behandelte Zellen zeigten eine anna- 
hernd dreifache DT-D-Aktivitat als die Zellen aus der 
Kontrollgruppe oder der Gruppe der alleine mit DOX 
behandelten Zellen (s. Fig. 5). 

Entsprechende Ergebnisse wurden mit Mitoxantron (MXA) 
und Methotrexat (MTX) erzielt. BVDU allein erhoht die 
DT-D Aktivitat konstant, teilweise aber nur schwach. 

Die Ergebnisse mit Methotrexat (MTX) und menschlichen 
K562 Tumorzellen sind in Fig. 6 aufgefuhrt. MB bedeu- 
tet MTX + BVDU. Passage bedeutet Verdunnung und Um- 
setzung der Zellen zum weiteren Wachstum. Auf der Y- 
Achse ist die relative DT-D Aktivitat auf gezeichnet . 

Bex spiel 4 : 

Die Verringerung toxischer Nebenwirkungen von Doxoru- 
bicin (DOX) konnte im Versuch mit Ratten gezeigt wer- 
den (s. Tabelle 1). SD-Ratten wurden mit Dimethyben- 
zanthrazen (DMBA) behandelt. Die hierdurch induzier- 
ten Tumoren wurden durch DOX-Behandlung (1 mg/kg) in 
ihrem Wachstum gehemmt. Wahrend der Behandlung und 
einen Tag nach jeder Behandlung, also in der Erho- 
lungsphasei (recovery phase) erhielten die Tiere je- 
weils 15 mg/kg BVDU. 

Tabelle 1 



Durchschnitt der Daten 
von 5-8 Ratten ' 


Relative 
TumorgrdfSe 
Tag 1 


relatives Tier- 
gewlcht 
Tag 1 


Relative Tu- 
morgrfiGe 

Tag 16 


relatives 
Tlergewicht 

Tag 16 


Kontrolle 


1 


0 


6 


+ 7% 


DOX aileln 


1 


0 


1.5 


-7% 


DOX + BVDU 


1 


0 


1 


+ 7% 
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Beispiel 5: 

Auflistung der durch die Behandlung mit Basenanaloga 
und Mitomycin C beeinf lussten Proteine. Die Ergebnis- 
5 se der Durchf tihrung einer zweidimensionalen Gele- 

lektrophorese sind in der folgenden Tabelle 2 zusam- 
mengefasst. 

Tabelle 2 

10 - 



Protein 


DMSO Kontrolle 


BVDU allein 


DEAD/H BOX 1; DDX1 


0.88 


0.332 




MMC allein 


MMC + BVDU 


MALAT-DEHYDROGENASE, LGSLICH; MDH1 


0.418 


1.359 


MYOSIN, HEAVY CHAIN 1, NORMALE AHNLICHKEIT, 
ERWACHSENER; MYH1 


0.182 


0.588 


UBIQUITIN-KONJUGIERENDES ENZYM E2N; UBE2N 


0.669 


0.178 


APURINIC ENDONUCLEASE; APE; APE1; APEX 


0.363 


0.14 




MMC "recovery", 

Weiterkulti- 
vierung ohne MMC 
und BVDU 


MMC + BVDU 
"recovery", 

Weiterbehand- 

1 1 inn rliirs»li 

lung aurcn 
BVDU allein 


PLATELET-AKTIVIERENDES FAKTOR ACETYL- 
HYDROLASE, ISOFORM 1B, ALPHA UNTEREINHEIT; 
PAFAH1B1 


0.219 


0.619 


U5 snRNP-SPECIFIC PROTEIN, 116-KD 


0.2 


0.523 


HAMOGLOBIN— BETA LOCUS; HBB 


0.088 


0.502 


HAMOGLOBI N— ALPHA LOCUS 1; HBA1 


0.054 


0.316 


ACTIN, BETA; ACTB 


0.163 


0.451 


Ahnlich zu BETA-ACTIN 


0.096 


0.357 


ACTIN ahnlich 


0.112 


0.398 


TROPOMODULIN 2; TMOD2 


0.095 


0.28 


SUCCINAT-DEHYDROGENASE-KOMPLEX, UNTER- 
EINHEIT A, FLAVOPROTEIN; SDHA 


0.255 


abwesehd 


PYRUVAT-DEHYDROGENASE-KOMPLEX, E1-ALPHA 
POLYPEPTID 1; PDHA1 


1.751 


0.533 


TUBULIN, BETA-5 


4.705 


1.553 


POLY(rC)-BINDENDES PROTEIN 2; PCBP2 


0.912 


0.234 


MALAT-ENZYM 2; ME2 


0.972 


0.322 


Minl-Chromosom Erhaltung unzurelchend 7; MITOTIN, 
2ELLKLASSE ZYKLUS-AHNLICH 1; CDCL1 


0.374 


0.119 
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Patentansprtiche 

1. Verwendung von mindestens einem ttberexpressions- 
hemmer von DNA-Reparaturgenen und/oder Onkogenen 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Verstar- 
kung der apoptotischen Wirkung von Zytostatika 
nach der Chemotherapie . 

2. Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Reparaturgene 
UBE2N und/oder APEX sind. 

3. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Onkogene DDX1, 
STAT3 und/oder JUN-D sind. 

4. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet, dass als Uberexpressi- 
onshemmer 5-substitutierte Nukleoside, deren ge- 
schiitzte Formen, Salze oder Prodrugs verwendet 
werden. 

5. Verwendung nach mindestens einem der AnsprUche 1 
bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, dass bei der Chemothera- 
pie mindestens ein Zytostatikum in Verbindung 
mit mindestens Oberexpressionshemmer von DNA- 
Reparaturgenen und Onkogenen eingesetzt wird. 



WO 2004/084917 



PCT/EP2003/013008 



15 

6. Verwendung nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, dass als Uberexpressi- 
onshemmer ein 5-substitutiertes Nukleosid einge- 
setzt wird. 

7. Verwendung nach einem der Ansprttche 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass bei der Chemothera- 
pie liber einen definierten Zeitraum steigende 
Dosen des Zytostatikums in Kombination mit einer 
konstanten Dosis des tjberexpressionsheitimers ein- 
gesetzt werden und im Anschlufi an die Chemothe- 
rapie, d.h. in einer Erholungsphase,- der Uberex- 
pressionshemmer allein eingesetzt wird. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Dauer der Erho- 
lungsphase von 3 bis zu 10 Tagen betr&gt. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 5 bis 8, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Dauer des Che- 
motherapiezyklus von 8 bis zu 30 Tagen betragt . 

10 . Verwendung nach mindestens einem der Ansprtiche 1 
bis 9, 

dadurch gekennzeichnet, dass als 5- 
substitutiertes Nukleosid (E) -5- (2-Bromovinyl) - 
2 ■ -deoxyuridin (BVDU) , de s sen S chut zformen, Sal- 
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ze und/oder Prodrugs verwendet werden. 



11. Verwendung nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet , dass als Prodrug von 
BVDU eine Verbindung der allgemeinen Formel I 



eingesetzt wird. 

12. Verwendung nach mindestens einem der Ansprtiche 1 
bis 11, 

dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine 
5-substitutierte Nukleosid in einer Dosierung 
eingesetzt wird, die eine Blutkonzentration zwi- 
schen 0,02 und 50 iag/mL ermoglicht . 




I 
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ternationales Aktenzeichen 
PCT/EP 03/13008 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich aJs nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt: 



AnsprQche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nlcht verpflichtet ist, namlich 



AnsprQche Nr. 

weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daf3 elne sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich M 



siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. | | AnsprQche Nr. 

weil es sich dabel um abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Rege! 6.4 a) abgefarat sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . [~] Da der Anmelder alle erforderllchen zusatzllchen RecherchengebQhren rechtzeltig entrlchtet hat, erstreckt sich dleser 
— 1 internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprQche. 

2. rn Da «Jr aije recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefUhrt werden konnte, der elne 
zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behflrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebdhr aufgefordert. 



3 * [Zl ?f der 41 Anm 1 6,( i er n u ur e i n| 9? der erforderllchen zusatzllchen RecherchengebQhren rechtzeitig entrlchtet hat, erstreckt sich dleser 
— Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, (Or die GebQhren entrlchtet worden sind, namlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4 - EH P® r ^" me ^t r hat die erforderllchen zusatzllchen RecherchengebQhren nlcht rechtzeltig entrlchtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprGchen zuerst erwahnte Erfindung; diese 1st in folgenden Anspruchen er- 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs 



Die zusatzllchen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 
Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Internationales Aktenzeichen PCT/ EP 03/13008 

WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden Patentanspruche 1-3,5,7-9 beziehen sich auf e1ne 
Verbindung, jeweils charakterisiert durch ein gewunschtes 
pharmakol og1 sches Profil, namlich die Aktivitat als Hemmer der 
Uberexpresslon von DNA-Reparaturgenen und/oder Onkogenen. 
Die PatentansprQche umfassen daher alle Produkte, die diese Eigenheit 
oder Eigenschaft aufweisen, wohingegen die Patentanmeldung Stutze durch 
die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fur eine begrenzte Zahl 
sol cher Produkte etc. liefert. Im vorliegenden Fall fehlen den 
Patentanspruchen die entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung die 
notige Offenbarung in einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche 
uber den gesamten erstrebten Schutzbereich nicht ganz moglich erscheint 
Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in Art. 6 PCT 
geforderte Klarhelt, nachdem in 1hnen versucht wird, das Produkt Gber das 
jeweils erstrebte pharmakologisches Profil zu definieren 
Auch dieser Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine sinnvolle 
Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht 
Die geltenden Patentanspruche 4-9,12 beziehen sich auf eine 
unverhaltnismaBig groBe Zahl moglicher Verbindungen, von denen sich nur 
ein klemer Anteil im Sinne von Art. 6 PCT auf die Beschreibung stutzen 
oder als 1m Sinne von Art. 5 PCT in der Patentanmeldung offenbart gel ten 
kann: 5-substituiertes Nukleosid, Schutzformen, Salze, Prodrugs Im 
vorliegenden Fall fehlt den Patentanspruchen die entsprechende Stutze und 
fehlt der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe 
daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. 

Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
welche im o.a. Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen 
namlich die Teile betreffend die Produkte wie in Anspruche 10,11 gegeben. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein international er 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
international vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT) In 
seiner Eigenschaft als mit der international vorlaufigen PrOfung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
PrUfung fur Gegenstande durchfiihren, zu denen keine Recherche vorliegt 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT) oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemSB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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